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提 要 
山西省虹鳟试验场用 日本引进的鱼卵孵化的虹鳟稚鱼暴发流行前，死亡率商达9O％以 
上。经组织培养分离蓍j病毒，能在睦蜷钿胞茉电产生细胞底变'形康直径0·卜一l 卑 的空斑。 
盛 染健康虹鳟稚鱼能复制出与天然发病相同的症状和死亡率。前毒对氯仿不敏瞎，耐酸、耐 
-热。病毒负染后电镜观寮为直径 55-65mm的二十面体颗粒，无囊膜，具单吕戒 壳 粗栅 学 
鉴定为传染性胰脏坏死前病毒 ~lnfecdous pancrv~tle ne ei-o si~yi rus简称 NV) 在血清学 
’交叉中和反应申与抗IPN-Sp株的抗血清有强烈的交夏反应，提示可匏为 IpN—Sp株。 
关键词 虹鳟，鱼类病毒病，传染臣胰脏坏死前病毒 ’ 
。 
．
一： 。 
1986和1987年，山西省虹鳟试验场从日本引进了虹鳟的发眼卵，随后孵 出的虹鳟 
糍鱼，连续二年
．
暴发急性流搿l籍，夭量死亡。经我们进行尊原分离夏形态学特征、理化特 
噔 生物事_特 和血清学特性的研巍，确电为传染性胰脏环l碗糟cfPN，。 
材 料 与 方 法 
材料来源l与瘸毒分■ ． 。 
i．碾材 病鱼材料取自山西省朔真的省虹鳟鱼试验场用进白鱼卵孵化届 个月左 
右的虹鳟 (Salma gairdneri)稚鱼，长约 3cm，重 O,3g左右。 整条病鱼于 -20o~
、
冰冻 
存。 。 。 ‘ 
2．瘸毒分_ 将冷冻传存的病鱼剪碎匀浆后，加 每毫升含 l‘000单位青毒紊和 
1 000 g链霉素的199培养液，放置于{℃过夜。次日经低速 心去掉沉淀后，将上清 
车研究工作得到山西省水利厅李振泉、毒义骐、武克敬和虹鳟试验墉谢占清等^大力支持和协助。电镜峨片由 
科学院永生生物研究所电镜室囊务单拍摄 特致谢意。 ‘ 
、l9骄 年 tO月 19日收到a ． - 
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液用孔径为 30Ohm的滤器过滤除菌，然后分别接种于长满 RTG-2(Gonad cels of rai— 
nbow trout， 虹鳟性腺细胞)、RI (Live r cels of rainbow trout，虹鳟肝细胞)、PG 
逐日观察细胞病变(cytop 毫!甲 叼 
病毒的理化特性测定 
．
c卜 ’ 
．  
l．腊溶剂敏感性测定 按照 Feldman 和 。Wang(1961) 的方法，1ml病毒悬液 
中加入 o．5ml氯仿，对照加入 o．5ml磷酸缓冲盐溶液 (PBS)，振荡 1 0分钟后再低速离心 
分离氯仿，小心吸取上层水相。 处理样品与未处理样品对照分别作 TCID~ 值 (50％ 
Tissue culture cytopathogic dose，半数细 胞病变剂量)测定。 
乏 pH稳 定性试验 lml病毒用 lmol／L的盐酸调到 pH一 3，于 20~C保持 1小时 
后，再用 1mol／L的氢氧化钠调回到 pH一 7，再作 TCID 值测定o 
3．热稳定性试验 置病毒悬液于 56oC水 小时，对照则置于 20℃ ，然后分别作 
TCID~值 潮裔o · ：、 - 
上迷TCID 值钓侧赶均桩长椭R 细胞草甚的 96 B叛中递杼。 
． 鞋 磷 ， ． 。 “ ’。 。 
癣寡曲形态掌观察 一 0 一 ， 。 
把病毒悬液接种于RTG-；细胞t 20 培养。待cPE达 90两以上时，冻融一次，低 
速离 心去掉细胞碎片，上清液经 85 6O0r／min 超速离心 2小时后，沉淀重悬于 0．5 m1 
Tris—HCI缓冲液中。此材料经负染后进行鱼鳞观察o ． ．。 
病毒的生物学特性测定 
u l l f ～  。 。 
． ，
i l 
! 1．彳育主薄冒 把 RTG- 2、R1、PG、CH3 QAB(Bl、~tg de ．of CarasSm a．u7 ．0- 
，鲫的囊胚细粤 q (Leu~oc'tes c C．a ，． 细胞) 和 【 0 ry 
cells of Grass carp，草鱼卵巢细胞)等细胞接种于小培养瓶中，长成单层后每瓶接种 
0．1ml病毒悬液，于 20℃ 培养并{垂}日观察 GPE ，天后收集上清液，在 PG 细胞中作 
TC1D 值测定。 
z．生长温度 在 4个长满 Rl细胞单层的小方瓶中各接秭彝 暗 菏毒0昏被 t 别在 
l。 、I5 静2Q 和2 条件下撞莽， 卑掘赛cP { 吞后 ， 粜上 丁c D 
值删萼 r 一 ～ j ， ， 、 ． ．． ．． ： ． 
3．鱼体感染试验 将患病鱼体表用酒精消毒后，用无菌方法剪碎匀浆，加生理盐水 
悬浮 _低捧奄． 岛盾 每m _}清斌扭 1．ooo 粤l位双抗处理过毒 簪季菌谆簿质对 2条鱼 
作人工感染注射，同时设雾如条鱼注射乖菌阜理盐水作为对旦《}9 ．， 
病毒的血清学鉴定 ～一 
1 一’ I} 
将病毒意液用i99培养液l0、捂_比痞释(10 一l妒)后，加入等晦积晦彝抗 NV的 
抗血清(西德多价标准混合血清 ，标号 IPN-As 2681)，对照病毒则加入等体积的 199培 
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养液。混匀后置于 30R2作用 1小时，再接种到长满 RTG-2细胞单 层的 96孔板。 每稀 
释度 3孔，每孔 0．Iml。7天后用 甲醛固定 ，结晶紫染色观察 ，按照 ~ovozzo(1 973) 的 
方法计算中和滴度。 。 - t∞嚣 
． 
一 ： 。 。 f 
变叉中和试验 ， 
_ 
将分离到的病毒接种到 RTG一2细胞单层中，然后用 1％ 营养琼脂覆盖，15电 培养。 
待形成空斑后小心挑取空斑，收第岿毒魄骷簖 皋熹舅黎挑尊二次，得到纯化的病毒株：从 
1986年的病鱼中分离到酶毒株为 87／7,，1,987年分离到l拘毒株为 87／9o 
一一碍 删 带画时 秣{啄 TPN H 、1聊 ：6。和1 以及落次允离弼斯g丁，7 
株经盘R1细胞中扩增、差异离 浓糖井纯化后，按 Jorgen．sen(a973) 的方法免疫大 
白粤制备标准抗 清。 
lPNV 
叉中和试验．检验各个标准抗廊清对不同病毒株的中和滴度。 
ll。 ■l】ll ‘ ‘ 。 
结 果 与 讨 论 一 -- 
⋯  一 
． ￡ 
赢孕龠离 、 t 
病鳖螬藐母浆过 寝搂种细胞 3一 天后_ 韵誊2 擅I、PG和 CHSE’细胞均出现不 
同程度的细胞病变 (cPE)：细胞形态改变 ，细胞质中出现颗粒，随后细胞单层完全被破坏 
(图版I：1，2)。把有CPE的姐媳幽藩蘸黼醴粮磊再接种 同样的新鲜细胞单层，同一形 
态的 CPE能重复出现 ，经测定其滴疫可达 IO~TC! D．／O：lml。 
一一臻雨 褥 的缅 草层雨 I 竦 覆盖后可形成置虿 j二=陆  盘 诵  I： 
3)0 、 。。 ll_ ； ‘ ： 
一  
z ， ⋯  - 
病毒的理化特性 ．、 ：， 
从患病鱼中分离到的病毒对热和酸稳定，对脂溶剂不敏感，表明病毒可能无襄 膜(表 
1)。 。 ≯ i 。 
- l ^7 l 
～ ～ 一 一 ⋯ ⋯ 耵  
氯仿Chl0 rOf0 rm 热(56o。)Heat 酸(p擘 A 
蔚譬 n ． j． ： ． ． ，： ．一 - ， 
嘏 权0 o ． 一 ， ， ． - i 、 。㈡，鼻 
毒中数单为Tc D)d0． 玛 ． ’ ·’ ．-， ’ 1 ； ． }： 
： 1=， ．． ． ，。 i ‘ 
。 电镌观謇 
，
l1) ．． j， ! 。 
． √ ． ． 
。 负辩的电镜照片显示有直径为 5}一 衄 左右自 十箍体颗粒，：无囊嗅，鼠有一屠_衣 
壳，达在空 的痛毒瓤控照片中看摄更劳清楚 (周艨 )。 l从形态上看岛传染挫胰脏坏 
维普资讯 http://www.cqvip.com 
3；6 永 生 生 物 学 报 
死病病毒 (IPNV)相似。 
病毒的生物学特性 
1·宿主范围 病毒接种到 RTG一2、PG、R1和 cHsE细胞单层后，3
， 天内出现．CPE， 
7天内 CPE达 90为 以上。而接 种到 CAR，CLC和 CO细胞后无 CPE出’现，病毒滴度也 
低(表 2) ． ． 
寰2 一毒t年膏■囊中舶■奠 
Tib．2 eplic~tioa of viful |n dilfereut‘eltI 
组膪素 ceI1 linel RTG一2 l pG H E CAR CLC CO 
：C?E J + + 上 上 
病车墒窿 T．i of ‘ 5．5 6．2 6．5 5．8 0 O 0 
表中数值为 Tc‘D,0／0 m1 ．- 
●  
2．适温特性 病毒接种于细胞后 ，在 10—25 oC条件下均能增殖并产生 CPE，但最适 
温度为 15—2o℃。在此温度范围以外， CPE出璃慢，．城展也慢，病毒滴度也较低。 
3．鱼体感染试验 分离到的病毒对健康的虹鳟鱼苗有明显的感染力并且能在鱼体中 
传代和复制出与天然发病时相同的症状。其典型症状为全身发黑，眼突出，糖部劳胀，鳍 
条摹部充血d虾、脾发白．悄他越巾无准物l但常有乳白色或黄色的粘蘸(成形成幂成形) 
(表 3)。=1 
’ 毫宰 一■麓” 喀■ 盘■尊}■斑 
Tab．3 }hfe“ion皤“ 口6 vifu{to i 。 l帅ut c 
辩 趺默 -‘ 样本数 死 亡数 亮亡卓 、亮亡高峰暗间 pa“8ge 【i 组 别 GtohpS' Peak time 0f death T0t*l Nd． N o．0t de 【h4 M ozt*lity 
试 验组 Teat ，0 3l 62％ 7天 (daya) 
l 
． ． ， 对 照 组 Control 50 0 O％ 
、  
～ 
试验组 Test 50 48 96％ 7置 (d y。) 
对 照 组 Con【r0I 50 0 O％ 
．J且蒲堂鉴定 ⋯ ， ～～ ，⋯ ． ⋯ ⋯ 
_ ‘ 
在 中和实验中，来加抗 IPNV血清中和的病毒悬{葭滴症为 1 0，叮cID 岳．}m1。 而加 
了抗 IPNV血耩后滴度l降到 1 ’'TCID~,／OAml。其中和 指数高达 l0’，说明抗 JP V的血 
渍能特晃性地抑制该病毒。且面最后确定这种病毒盈传挚蛙胰脏坏死病病霉～(工PNV 
交叉中和试验结果(表 4)： 1986和 1987年在我国从患病的虹鳟稚鱼中分离到的二 
株 病毒属于同一血清型，并且和 sp株有很强的交叉反应。 
由于分离到的病毒在理化特性、形态学特征及生物学特性 (包括病鱼酊症状及碗亡 
率)均与目卧报道的 IPN-病毒病一致，血清学试验也证实了其血情学上的相荧匪。 因此 
认为： 蹿娅 稚鱼连续二年大量死亡是由传染性胰脏坏死病病毒 《lPNv)引起盼，并 
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表 ● 不罔的 IPNV 毒株与其抗血清空夏中和试鞋结果 ． 
Tab．4 ANtigenic relationship s of i solates and IPN virus by． efum cf。日‘一neut ralization tests 
病 毒 抗血清 An ri sefum 
VifⅢ s 
As He, 
．  ～ ‘’^ b A0一Sp ‘^一87．／7 
IPN H d．2I】 
．  
1～  2 2．5 
IPN —Ab 1～ 4．2 ：Z,2 2．0 
IPN—SD ： 1．’50 - l 、 l 1
．
5 ： ． · 4 4．0 
B7／7 2一 ‘ I l一 一
，  
一 ；一8 5．2 
87／9 2． 1． 4．0 5．2 
a)中和指数用血清稀释度的倍数表示 (1oglox／~am) ， 
Tite r of antibody—re~i~：ocal of d'ilation of$~UXtl(1％ · ，；0 ) 
且该病毒很可能属于 IPN—Sp株。 ． 
传染性胰畦坏死病是一种在虹鳟稚鱼阶殷流行的急性病毒病。 其流厅范围遍及亚、 
欧、美各国。这种病毒的宿主范围十分广泛，但据 Hill(1981) 的报道，主要受到威胁 
的只是人工养殖的鲑鳟鱼苗，特别是 6个月以下 虹鳟、河鳟和大西洋鳟等。 
IPN病毒非常稳定 ，对外界环境有较强的抵抗力 ，加上 IPN流行停止后其幸存者通常 
都处于带毒状态 这些病毒携带者一生都通过尿、粪或者鳃散布病原。其卵和精液也带有 
IPN病毒 (Ahne 1985) 。由于以上原因 世界上一些昂家为制止该病流行而制定的法 
律措施(动物流行病法规)不是针对消灭病原，而是尽量减少一切造成病原散布的危险活 
动，如采用干净水源，用碘剂消毒鱼卵 ，严格限制带毒的传播等等o ，’ ’ 
我国关于虹鳟鱼病的调查研究开始较迟，过去在 东北地 区曾有过 虹鳟鱼病大流行，但 
由于仅作了病原分离尝试，未怍血清学鉴定，因而过去是杏有诸如IPN等病毒病的流厅， 
尚需作周密的考证。但就山西省而言，据各育关虹鳟鱼场反映，过去在鱼苗阶段并未发生 
过大规模急性死亡的现象。而 自 1986年从 B本等国 引进发喉 后，才开始出现急性流行 
病。在 1987年该病使省虹鳟试验场 90％的虹鳟稚鱼死世，而邻近的县虹鳟鱼场的死亡率 
几乎达 100％。很显然这次流行病的发生是与我国映乏有救检疫手段的情况下，引进国外 
鱼卵时将这种病毒带人我国有关。据知世界上能引起虹鳟急性流行病的病毒憬了]PN病 
毒外，尚有 IHN 病毒 (传染性造血器官坏死病病毒)和 VHS病毒(病毒性出血败血病病 
毒)等。 这些病毒都能g1起虹鳟很高的死亡率。后二种病毒是否已传人我国尚需作进一 
步调查。如果都传人中国，将会给疾病的控制造成极大困难，最终给虹鳟养殖业带来严重 
的后果。因此磐须采取措施 ，加强检疫及对鱼苗流通的控制 ，寻找一套适合中国条件的防 
治措施 ，这是一件十分紧迫的工作。 
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A vlfal agent m s isolated from rainbow g~OUt, It proddeed cy~opathic effect_in some 】I 
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virusmight be of g ero ype． 。。 
Accordhag to the ab删  resuh，the isolated ager~ is corgidered ∞ be 1PN virus．This was 
the first海olati~ 。0f tPN virus in P．R．-Ch．i~a． ，．I 
J rI 。： I 
甄ey riwords Solrao gairine~,Virus disease of fish,IPNV 
’
- 
， 
，’ ． 。 
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梅柏松等：营养固素对 日本血嗳虫毛蚴人工转变母施蛐及体外 
培养的影响 图版 I 
1．毛蚴培养 1^ 小时，中性红染色，示纤毛板已脱净，侧晾 (LG)残余在 内呈游离状态。x 500t 2-培养 l 5天 
的母咆蚴 ，示虫体的仲绾运动，箭头示运动 方向 500； 3．培养 I 6天 ，示虫体的折叠运动，箭头示运动方向。 
x 500； 4．培养 7天，示旺团(GM)。"／．500： 5．培养 l 8天，示胚团增多，虫体处于收缩状态，箭头示运动方向。 
x 500： 6．培养 27天，虫体呈长椭圆形。x 5O0； 7．培养 32天： 8．培养 24天，示体壁皱 折 (F)。 x 500 
i． M i raGidiunl cultu red for l 4h rs，stalned with ⋯ ut a1 red．The cilia ha⋯ bed and the Tern nRlt 
0f 1ate1-Rl gland (LG)wa s ft-e e in the pa ra site x 500； 2 Mo【h⋯ po r0cyst(Ms)cultured fot-1 5 
d川 ．showi口g expending ⋯ enlent．The at-t-ow$ indicate di rect 0n s 0 m oYel~eDt． × 500 j．M S 
c11ltured fo 1 6 d a s， showing fo rding rll0vement The aH0w s indicate direc【ion f mOvem ent 
×500： 4．Ms cuhuI ed for 7 days，5howiig ge mihal m a sst s(GM )．×500：5．Ms cultured fo r l B 
d ay s．GM havc increa~ed The para site a¨ 仰0 t racting and the at'row$ indicat di ction 5 of 
D．t X 500： 6 M S cuhu ed fot-27 day5． X 500： 7．M S cultured fo 32 d aY s． × 500： 8．M S 
cuhuI ed fo T 2 4 d ay s．showing the folds (F1 of the bodY ㈨ 11 x j00 
维普资讯 http://www.cqvip.com 
